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I (g) RESUMBM 

Mo«» Aa rfimii a « nara la administracion de ingredientes activos, procedirniento para la elaboracidn de dichas 
pueden ser utilizadas para administrar ingredientes activos al cuerpo humane o animal. 




DESCRIPCION 

Nanoparticulas para la administracion de ingredientes activos, procedimiento para 
la elaboration de dichas particulas y composition que las contienen. 

La presente invenci6n se refiere a nanoparticulas que comprenden quitosano, 
glucomanano, al menos un ingrediente activo, y, en caso dado, una sal ani6nica, de forma 
preferida tripolifosfato sodico, las cuales pueden ser utilizadas para administrar 
ingredientes activos al cuerpo humano o animal. Adem&s, se refiere tambien a un 
procedimiento para obtener dichas nanoparticulas, y a una composition que comprende 
dichas nanoparticulas. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

Es conocido que la administraci6n de numerosos ingredientes activos por diferentes 
vias de administracion al cuerpo humano o animal presenta diversas dificultades. 
Especialmente, cabe indicar las dificultades que presenta la administraci6n por vias 
mucosas, especialmente de peptidos y proteinas, ya que dicha administracion esta 
fiiertemente afectada por la limitada permeabilidad de las barreras epiteliales del cuerpo 
humano o animal. Es conocido asimismo que es posible superar parte de estas dificultades 
incorporando los ingredientes activos que se desean administrar en particulas de pequeno 
tamano. El transporte a trav6s de las mucosas de dichas particulas se ve afectado de forma 
determinante por el tamano de estas particulas, aumentando el transporte con la 
disminuci6n del tamano de las particulas. Por lo tanto, el transporte a traves de las mucosas 
de, por ejemplo, nanoparticulas (en general, con un di&metro medio inferior a 1 jum), es 
mayor que el de microparticulas (en general, con un di&netro medio de 1 (am hasta varios 
cientos ^im). De hecho, el transporte de nanoparticulas a trav6s de las mucosas del cuerpo 
humano o animal ocurre de forma natural. Asimismo, se conoce que la eficacia de la 
interacci6n entre las nanoparticulas con las celulas epiteliales puede ser mejorada mediante 
la incorporation a las nanoparticulas de materiales que contienen ligandos espetificos. Por 
ejemplo, la absorcion de liposomas por celulas M puede ser mejorada recubriendo dichos 
liposomas con residuos de manano, tal y como describen los documentos Takada et al, 
Biochim. Biophys. Acta 802, 1984, 237-243 y Tomizawa et al, Pharm. Res. 10, 1993, 549- 
552. Ademds, se sabe que las nanoparticulas constituidas por quitosano fomentan el 
transporte de macromol6culas incorporadas en las mismas a traves del epitelio nasal e 
intestinal. 



Se conocen en el Estado de la Tecnica una serie de publicaciones que se refieren a 
nanoparticulas de quitosano para administraci6n de ingredientes activos y a procedimientos 
de obtencidn para dichas nanoparticulas. Entre dichas publicaciones cabe destacar Calvo et 
al., J. Appl. Polym. Sti. 1997, 63, 125-132; Calvo et al, Pharm. Res. 14, 1997b, 1431- 
1436; Femandez-Urrusuno et al, Pharm. Res. 16, 1991a, 1576-1581; Ferndndez- 
Urrusuno et al, S.T.P. Pharm. Sci. 9, 1999b, 429-436; Tokumitsu et al, Pharm. Res. 16, 
1999, 1830-1835; Mitra et al, J. Control. Release 74, 2001, 317-323; US-A-2001051189, 
y US-A-5843509. Todas estas nanoparticulas, cuyo componente mayoritario es el 
quitosano, tienen el inconveniente de que no son estables a determinados valores de pH, 
concretamente, se disuelven en medio acido, y precipitan en medio basico. 

El documento WO-A-01/01964 por su parte se refiere a composiciones para la 
liberaci6n retardada de biomoleculas, en forma de microparticulas, que comprenden un 
polimero ani6nico y otro catidnico, los cuales interaccionan entre si, y biomoleculas. El 
polimero catidnico puede ser un polimero con carga positiva, soluble en agua, como por 
ejemplo el quitosano. Como polimeros ani6nicos se mencionan sulfate de dextrano, 
heparina, acido alginico, alginate, caragenato, un polimetacrilato anidnico y un acido 
poliaminico cargado positivamente. 

El documento WO-A-96/20698 se refiere a nanoparticulas para la liberation 
retardada de agentes bioactivos, que comprenden un nucleo a base de un polimero 
biocompatible y biodegradable, que puede ser quitosano, teniendo dichas nanoparticulas 
asociados o incorporados al menos un agente bioactivo y al menos un agente modificante 
de la superficie. Asimismo, se refiere a un procedimiento de obtencidn de las 
nanoparticulas, basado en la mezcla de disoluciones organicas de los componentes, y su 
posterior adici6n sobre una fase acuosa, con evaporation posterior del disolvente organico 
y separaci6n de las nanoparticulas de la fase acuosa resultante. 

El documento WO-A-01/32751 se refiere a un procedimiento para la elaboration de 
quitosanos o derivados de quitosano en forma de nanoparticulas, con un diametro de 
particula medio en el intervalo de 10 hasta 1000 nm, que consiste en disolver el quitosano 
o derivado de quitosano en un medio acuoso acido y elevar el pH de la disoluci6n en 
presencia de un agente modificador de superficie, hasta tal punto que se Uega a la 
precipitacidn del quitosano. 

El documento WO-A-99/47130 se refiere a nanoparticulas que presentan un 
complejo de polielectrolito biocompatible y biodegradable, a partir de al menos un 



polication (que puede ser quitosano) y al menos un polianion, asi como al menos un 
ingrediente bioactivo, siendo las nanoparticulas obtenibles tratando adicionalmente el 
complejo de polielectrolito durante o despues de su formation con al menos un agente 
reticulante (glioxal, TSTU o EDAP). 

La mayoria de los sistemas conocidos de nanoparticulas y microparticulas 
elaborados a base de quitosano presentan la importante desventaja de ser inestables tras su 
administration in vivo, asi como durante su almacenamiento. Suelen existir dificultades en 
el proceso de liofilizacion, especificamente problemas en la reconstituci6n de los sistemas 
liofilizados, lo cual representa una limitaci6n importante adicional para la explotacion 
adecuada de este tipo de sistemas. Adem&s, para la liofilizacion de estos sistemas, descrita 
en el estado de la tScnica, es necesaria la adici6n de elevadas cantidades de azticares. 
Como consecuencia de lo anterior, las nanoparticulas y microparticulas conocidas deben, 
en general, ser almacenadas en forma de una suspensi6n liquida; esto normalmente tiene 
como consecuencia la destruction de estos sistemas en pocos meses. 

El glucomanano, por su parte, ha sido utilizado tradicionalmente como suplemento 
dietetico, con el fin de reducir el nivel de colesterol, ademas de que ha sido empleado en 
aplicaciones cosmeticas. La utilizaci6n de glucomanano en la preparation de 
composiciones farmaceuticas est£ descrita en ima serie de documentos. Por ejemplo, su uso 
en la preparation de composiciones farmaceuticas en forma de geles se menciona en WO- 
A-99/01166 y US-A-5662840; Xiao et al, J. Appl Polym. Set 76, 2000, 509-515 y US-A- 
6159504 mencionan su uso en composiciones farmaceuticas en forma de peliculas; US-A- 
2002019447 y US-A-2002018812 mencionan composiciones farmaceuticas en forma de 
espumas, cdpsulas y esponjas; y US-A-6221393 en composiciones en forma de tabletas. 
Algunos de estos documentos mencionan la eventual incorporaci6n de quitosano a las 
composiciones farmaceuticas. 

Se ha mencionado en algtin documento la posible existencia de una interaction 
entre quitosano y glucomanano, por ejemplo en forma de peliculas en Xiao et al, J. Appl 
Polym. Scu 76, 2000, 509-515, asi como en forma de grdnulos con un di&metro mayor que 
1 mm, para administrar farmacos analg6sicos, en Xie et al, J. Macromol ScL, Pure Appl 
Chem. A29, 1992, 931-8 y Xie et al, J. Clin. Pharm. ScL 1, 1992, 42-8. La publicaci6n 
alemana DEI 98395 15 se refiere a una preparaci6n farmaceutica, que contiene al menos un 
producto de asociaci6n polimero - ingrediente activo coloidal (tamaflo de particula de < 1 



um), en que al menos un componente es un polimero biocompatible y biodegradable, que 
puede ser quitosano. 

De acuerdo con todo lo anterior, existia una necesidad de proporcionar un tipo de 
nanoparticulas, con propiedades mejoradas de absorcion por el cuerpo humano y animal, 
especialmente a traves del tejido mucosal, y las cuales pudieran ser almacenadas a mas 
largo plazo sin sufrir alteraciones importantes. Ademas, habitualmente los procedimientos 
para la preparation de nanoparticulas, a base de quitosano o no, requieren el uso de 
disolventes organicos, los cuales presentan los problemas conocidos por cualquier experto 
medio en la materia, tales como su toxicidad y la dificultad de su eliminaci6n de las 
nanoparticulas, por lo que era conveniente encontrar un procedimiento para elaborar 
nanoparticulas que cumplieran las propiedades arriba mencionadas, el cual fuera sencillo y 
no necesitara el uso de disolventes organicos. 

DESCRIPCI6N DE LA INVENCI6N 

Se ha encontrado ahora que nanoparticulas que comprenden quitosano, 
glucomanano, el ingrediente activo que se desea administrar, y, optativamente, una sal 
ani6nica, de forma preferida tripolifosfato s6dico, resuelven los problemas del estado de la 
tecnica mencionados. Ademas, se ha encontrado un metodo de preparaci6n de las 
nanoparticulas anteriores, sencillo y sin la necesidad de usar disolventes organicos. 

Segun un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para 
elaborar nanoparticulas con un diametro medio inferior o igual a 1 um, que incorporan al 
menos un ingrediente activo, que comprende las siguientes etapas: 

a) preparar una disolucion acuosa de quitosano, 

b) preparar una disoluci6n acuosa de glucomanano, y 

c) mezclar, bajo agitacidn, las disoluciones de las etapas a) y b), de modo que se obtienen 

espontaneamente las nanoparticulas de quitosano y glucomanano, 

en el cual al menos una de las soluciones de las etapas a) y b) contiene al menos un 
ingrediente activo. 

Segun un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a nanoparticulas 
obtenidas segun el procedimiento anterior, que comprenden quitosano, glucomanano y al 
menos un ingrediente activo. 



Segiin un aspecto adicional, la invention se refiere a una composicidn farmaceutica 
o cosmetica que comprende las nanoparticulas anteriores, junto con al menos un excipiente 
farmaceuticamente o cosmeticamente aceptable, respectivamente. 

Segtin una forma de realization preferida del procedimiento, la disolucion de 
glucomanano contiene ademas una sal ani6nica, de forma preferida tripolifosfato s6dico, 
con el fin de favorecer la formation espontanea de las nanoparticulas. 

De forma preferida, la concentraci6n de la disoluci6n de quitosano empleada en el 
procedimiento esta en el intervalo entre 0,5 y 5 mg/mL. 

Asimismo de forma preferida, la concentration de la disoluci6n de glucomanano 
del procedimiento esta en el intervalo entre 0,1 y 50 mg/mL. 

La proporci6n de quitosano con respecto a glucomanano (en peso) puede variar, de 
forma preferida, entre 1:0,02 hasta 1:100, de forma especialmente preferida entre 1:0,5 y 
1:50. 

Durante el procedimiento de elaboration de las nanoparticulas, el valor de pH de la 
disoluci6n de quitosano de forma preferida se mantiene a un pH entre 2 y 6. 

El procedimiento de elaboraci6n de las nanoparticulas de quitosano y glucomanano 
puede adem&s comprender una etapa adicional, en la cual dichas nanoparticulas son 
liofilizadas. Al contrario que en las nanoparticulas conocidas en el estado de la tScnica, 
para la liofilizacion de las nanoparticulas segtin la presente invenci6n unicamente es 
necesaria la adicion de cantidades pequefias de azticares, aunque tambi6n es posible 
realizar la liofilizacion sin la adicion de azucares. En su forma liofilizada, las 
nanoparticulas pueden ser almacenadas durante largos periodos de tiempo, y ser f&cilmente 
regeneradas, en caso necesario, mediante la adicion de la cantidad necesaria de agua. 

De acuerdo con esta forma de realization adicional en que las nanoparticulas 
obtenidas son liofilizadas, la presente invenci6n se refiere ademas a las nanoparticulas de 
quitosano y glucomanano, segun la invenci6n, liofilizadas, y a una composition 
farmac&itica o cosm&ica que comprende dichas nanoparticulas liofilizadas, y al menos un 
excipiente farmaceuticamente o cosmeticamente aceptable. 

Las nanoparticulas de quitosano y glucomanano obtenibles mediante el 
procedimiento arriba descrito presentan una estabilidad mejorada al contacto con Hquidos 
bioWgicos y tambi6n durante el almacenaje que las nanoparticulas conocidas en el estado 



de la tecnica. De hecho, las nanoparticulas de quitosano y glucomanano son estables en 
medio acuoso tanto acido como basico, por lo que pueden ser almacenadas en forma de 
una suspension liquida durante largos periodos de tiempo. Asimismo presentan una 
capacidad de absorci6n por el cuerpo humano o animal mejorada. 

Ademas, las nanoparticulas de quitosano y glucomanano son sistemas de utilidad 
tanto farmaceutica como cosmetica. Ademas, pueden ser administradas por diversas vlas, 
como por ejemplo topica, oral, nasal, pulmonar, vaginal y subcutanea. El ingrediente 
activo a incorporar en las nanoparticulas de quitosano y glucomanano es el ingrediente 
para el cual se destina la formulation. Este ingrediente tendra un efecto sobre el organismo 
humano o animal tras su administraci6n; dicho efecto puede ser curar, minimizar o 
prevenir una enfermedad. El ingrediente activo puede ser un farmaco, una vitamina, una 
vacuna, etc., o un agente cosmdtico, destinado a mejorar la apariencia fisica y estetica (por 
ejemplo bidratacion de la piel). 

Las nanoparticulas de quitosano y glucomanano segun la presente invenci6n 
presentan una alta capacidad de asociaci6n de macromoleculas bioactivas, por ejemplo 
insulina, albumina de suero bovino o proteinas inmunogenicas. La capacidad de asociacion 
depende del tipo de macromolecula incorporada. Asimismo, para determinadas 
macromoleculas, el grado de asociacion puede depender del grado de desacetilacion del 
quitosano: cuanto mayor es el grado de desacetilacion, mayor es la eficacia de asociaci6n. 

No obstante, tambien es posible incorporar otros ingredientes activos a las 
nanoparticulas, tanto de caracter lipofilico como hidrofilico. Cabe destacar, por ejemplo, la 
incorporation eficaz de indometacina (moderadamente lipofilico) y de aciclovir 
(hidrofilico). 

El ingrediente activo a incorporar en las nanoparticulas es disuelto en una de las dos 
disoluciones acuosas empleadas en la formaci6n de las nanoparticulas. En el caso de 
ingredientes activos lipofilicos, 6stos se habran de disolver previamente en un disolvente 
organico polar, miscible con medios acuosos, y seguidamente se adicionara a la soluci6n 
de quitosano, o bien a la soluci6n de glucomanano. En el caso de incorporar mas de un 
ingrediente activo a las nanoparticulas, estos pueden estar disueltos o en la misma 
disolucion o en diferentes disoluciones. 

En el caso de incorporar macromoleculas bioactivas, estas pueden ser incorporadas 
de forma preferida segiin los siguientes metodos: 



i) la macromolecula es disuelta en tripolifosfato sodico, y la mezcla resultante es 

incorporada a la disoluci6n de glucomanano empleada para la elaboraci6n de las 
nanoparticulas; 

ii) la macromolecula es disuelta en una disolucion de NaOH; la disolucion obtenida es 

anadida a tripolifosfato sodico; la mezcla resultante es incorporada a la disoluci6n de 
glucomanano empleada para la elaboracion de las nanoparticulas; 

iii) la macromolecula es disuelta en fosfato sodico a pH 6,6; la disoluci6n obtenida es 

anadida a tripolifosfato sodico; la mezcla resultante es incorporada a la disoluci6n de 
glucomanano empleada para la elaboracion de las nanoparticulas; 

iv) la macromolecula es anadida a la disolucion de quitosano empleada para la elaboracion 

de las nanoparticulas. 

v) la macromolecula es anadida a una disoluci6n de NaOH; la mezcla obtenida es 

adicionada a la disolucion de quitosano empleada para la elaboracion de las 
nanoparticulas; 

vi) la macromolecula es anadida a una disoluci6n de fosfato sodico a pH 6,6; la mezcla 

obtenida es adicionada a la disolucion de quitosano empleada para la elaboraci6n de 
las nanoparticulas. 

Las nanoparticulas de quitosano y glucomanano son de naturaleza coloidal, es decir, 
su diametro medio es igual o inferior a 1 |im. El tamano medio de las particulas se ve 
influenciado principalmente por la proporci6n de quitosano con respecto a glucomanano, 
por el grado de desacetilacion del quitosano, por la incorporaci6n de una sal ani6nica, por 
ejemplo tripolifosfato sodico, y por la naturaleza del ingrediente activo. Por otra parte, las 
nanoparticulas pueden presentar una carga superficial positiva o negativa (medida 
mediante el potencial zeta), cuya magnitud depende de la composition de las 
nanoparticulas y del grado de desacetilaci6n del quitosano. 

Ademds, las nanoparticulas tienen la capacidad de liberar de forma retardada y/o 
controlada el ingrediente activo incorporado a las mismas. La liberaci6n del ingrediente 
activo puede controlarse combinando factores como la proporci6n de quitosano con 
respecto a glucomanano, el grado de desacetilaci6n del quitosano y el metodo de 
elaboraci6n de las nanoparticulas. 




A continuation, otros fines, caracteristicas y ventajas de la invencion apareceran 
claramente a la luz de la description explicativa que sigue realizada con referenda a varios 
ejemplos ilustrativos que no suponen en modo alguno limitar el alcance de la invenci6n. 

EJEMPLOS: 

A lo largo de los ejemplos se emplean las siguientes abreviaturas: 
CS = Quitosano 
GM = Glucomanano fosforilado 
TPP = Tripolifosfato sodico 

PI : Proteina de origen vegetal (Ricinus communis) constituida por dos polip6ptidos. 



10 Eiemplo 1 



Se prepararon nanoparticulas de quitosano (con un grado de desacetilaci6n del 
88%), glucomanano y tripolifosfato sodico segun el procedimiento de la invenci6n, con 
diferentes proporciones de glucomanano. Una vez preparadas, se midio su diametro medio 
y su potencial zeta. 



15 Tablal 



CS/TPP/GM Diametro medio Potencial zeta 

^EL l22Q (mV) 

6/1/2.3 250 ±24 +32.2 ±2.0 
6/1/4.6 302 ±26 ±15.2 ±1.7 

Eiemplo 2 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano (con un grado de desacetilacion del 
88%), y glucomanano, sin la adicion de ninguna sal anionica, segun el procedimiento de la 
invenci6n, con diferentes proporciones de glucomanano. Una vez preparadas, se midi6 su 
2 0 diametro medio y su potencial Z. 

Tabla 2 



CS/GM 


Diametro medio 


Potencial Zeta 


ft*) 


(nm) 


(mV) 


6/4.6 


252.1 ± 15 


+ 31.25 ±1.06 


6/13.8 


185.5 ±3 


+ 33.2 ± 0.8 
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Eiemplo 3 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano (con un grado de desacetilacion de 88%) 
y glucomanano, incorporando tripolifosfato sodico, segun el procedimiento de la 
invention, con diferentes proporciones de quitosano y glucomanano, incorporando la 
proteina PI o insulina. Una vez preparadas, se midio su diametro medio y su potential Z. 



Tabla 3 



CS/TPP/GM 
(P/P/P) 


Proteina 
asociada 


CS/proteina 
(P/P) 


Diametro medio 
(nm) 


Potencial zeta 
(mV) 


4/1/1.5 


PI 


1.6/1 


552 ±4 


+32.1 ± 1 


6/1/4.6 


PI 


1.3/1 


296 ±6 


+15.9 ±0.2 


6/1/4.6 


PI 


2.2/1 


263 ±6 


+30.3 ± 0.6 


6/0.7/4.6 


Insulina 


2/1 


265.8 ± 6 


+32.2 + 0.4 



Eiemplo 4 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano (con un grado de desacetilacion de 88%) 
y glucomanano, sin incorporar ninguna sal ani6nica, segtin el procedimiento de la 
invention, con diferentes proporciones de quitosano y glucomanano, incorporando la 
proteina PI o insulina. Una vez preparadas, se midio su diametro medio y su potencial Z. 



Tabla 4 



CS/GM 
(P/P) 


Proteina asociada 


Diametro medio 
(nm) 


Potencial zeta 
(mV) 


6/4.6 


Insulina 


252.3 + 4 


+ 15.5 + 0.6 


6/4.6 


PI 


205 + 11 


+ 8.5 ± 2.7 


6/13.8 


PI 


293.2 +5 


+ 11.9 + 3.2 



Eiemplo 5 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano (grado de desacetilacion 88%) y 
glucomanano, incorporando tripolifosfato s6dico, segun el procedimiento de la invenci6n, 
con una proporcidn de CS/TPP de 3:1, incorporando en las mismas proteina PI (carga 
te6rica 25%), segun diferentes metodos. Se midi6 la eficacia de asociaci6n de la proteina 
PI a las nanoparticulas, asi como la capacidad de carga de las mismas. 



15 
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Tabla 5 



Metodo Eficacia de asociacion Capacidad de carga 

(%) 



ml 15.4 ±2.7 8.1 + 1.4 

NaOH-TPP a 5.6 ±0.3 3.2 ± 0.2 

Fosfato-TPP" 1 22.6±0.2 11.1 ±0.1 

CS ' V 15.5 ±2.7 7.1 ±1.2 

NaOH-CS v 8.7 ±3.2 

Fosfato-CS* 26.0 ± 0. 1 



5.1 ±1.8 
11.9 ±0.5 



PI fiie disuelto en 
f TPP; 

u NaOH, y adicionado a TPP; 



Ui fosfato de sodio a pH 6.6, y adicionado a TPP; 



,V CS; 

v NaOH, y adicionado a CS; y 

* fosfato de sodio a pH 6.6, y adicionado a CS 

Eiemplo 6 

10 Se prepararon nanoparticulas de quitosano (grado de desacetilaci6n 88%) y 

glucomanano, incorporando tripolifosfato s6dico, segun el procedimiento de la invention, 
con una proporci6n de CS/TPP de 6:1, incorporando en las mismas proteina PI (carga 
te6rica 25%), segun diferentes metodos. Se rnidid la eficacia de asociaci6n de la proteina 
PI a las nanoparticulas, asi como la capacidad de carga de las mismas. 



Tabla 6 



Metodo Eficacia de asociacion (%) Capacidad de carga 
(%) 



TPP 1 



13.3 ±4.0 16.8 ±4.9 

10.5 ±1.9 



NaOH-TPP u 8.7 ±1.6 

Fosfato-TPP m 26.3 ± 1.2 27.6 ± 1.3 

CS ' V 6.5 ±1.7 9.8 ±2.6 

NaOH-CS ,v 18.2 ±1.9 



21.4 ±2.4 
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PI fue disuelto en: 
|TPP; 

u NaOH, y adicionado a TPP; 

fosfato sddico a pH 6.6, y adicionado a TPP: 
Iv CS; 

v NaOH, y adicionado a CS; y 

n fosfato s6dico a pH 6.6, y adicionado a CS. 

Eiemplo 7 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano (grado de desacetilaci6n 88%) y 
glucomanano, sin incoiporar ninguna sal ani6nica, segiin el procedimiento de la invencion, 
con diferentes proporciones de CS/GM, incorporando en las mismas proteina PI. Se midio 
la eficacia de asociaci6n de la proteina PI a las nanoparticulas, asi como la capacidad de 
carga de las mismas. 



°? / ™ Proteina asociada Efica cia de asociacidn Capacidad de carga 

fefr) (%) (%) 

6/4.6 PI 37.3 ±3.8 19.16 ±1.95 

6/13.8 PI 22.4±7.1 4.46±1.41 



Eiemplo 8 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano (grado de desacetilacion 88%) y 
glucomanano, sin incorporar ninguna sal ani6nica, segiin el procedimiento de la invencion, 
incorporando en las mismas proteina PI o insulina. Se midi6 la eficacia de asociaci6n de la 
proteina PI y la insulina a las nanoparticulas, asi como la capacidad de carga de las 
mismas. 



CS/GM 
(P/P) 


Proteina 
asociada 


Eficacia de asociacion 
(%) 


Capacidad de carga 
(%) 


6/4.6 
6/4.6 


PI 

Insulina 


37.3 ±3.8 
37.5 ± 3.1 


19.16 ±1.95 
23.77 ±1.78 



Eiemplo 9 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano (grado de desacetilaci6n 88%) y 
glucomanano, segiin el procedimiento de la invenci6n, incorporando en las mismas 
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indometacina o aciclovir. Se midio la eficacia de asociaci6n de la indometacina y del 
aciclovir a las nanoparticulas, asi como el di£metro de las mismas. 

Farmaco asociado Eficacia ^asociacion ^ ^ 



Indometacina 81.81 ±3.89 619 ±15 

Aciclovir 27.36 ± 7.90 304 ± 8 



Eiemplo 10 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano (grado de desacetilacion 88%), 
glucomanano y tripolifosfato s6dico, segiin el procedimiento de la invenci6n, con 
diferentes proporciones CS/TPP/GM. Sobre las mismas se ha comprobado el efecto del 
tipo y de la concentraci6n de agente crioprotector utilizado en la hofilizacion de las 
nanoparticulas sobre el tamafio y el potencial zeta de las particulas (Df: diametro final, Di: 
diametro inicial). 
Figura 1 




CS/TPP/GM 3/1/6.7 
r~7~1 CS/TPP/GM 3/1/13.5 
CS3 CS/TPP/GM 6/1/23 



1 



5 % 10 % 

Glucosa 



1 



5% 10% 
Sacarosa 
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Eiemplo 1 1 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano (grado de desacetilacion 88%), 
glucomanano y tripolifosfato sodico, segun el procedimiento de la invention, con 
diferentes proporciones CS/TPP/GM. Durante su incubacion en una disolucion tampon de 
fosfato a pH 7,4 durante 2 horas, se midio el diametro medio de las partfculas. 
Proporciones teoricas CS/TPP/GM: (•) 3/1/13.5, (■) 3/1/6.7 y (^) 6/1/23. 
Figura 2 

2000 n 



1500 • 
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0 30 60 90 120 
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Eiemplo 12 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano (grado de desacetilacion 88%), 
glucomanano, segun el procedimiento de la invenci6n, con diferentes proporciones 
CS/GM. Durante su incubacion en una disolucion tampon de fosfato a pH 7,4, se midio el 
di£metro medio de las partfculas. (^) CS/GM = 6/4.6; (♦) CS/GM - 6/13.8; (■) 
CS/TPP/GM = 6/1/4.6. 
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Figura 3 
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Eiemolo 13 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano (grado de desacetilacion 88%), 
glucomanano, segun el procedimiento de la invenci6n, con diferentes proporciones 
CS/GM, incorporando insulina. Se midi6 la liberation de la insulina en tampon de fosfato a 
pH 7,4 y 37 °C. (•) CS/TPP/GM = 6/1/4.6 y (■) CS/GM = 6/4.6. 

Figura 4 
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Eiemplo 14 

Se prepararon nanopartfculas de quitosano (grado de desacetilacion 88%), 
glucomanano, segun el procedimiento de la invention, con diferentes proporciones 
CS/GM, incorporando protefna PL Se midi6 la liberation de la insulina en tamp6n de 
fosfato a pH 7,4 y 37 °C. (•) CS/TPP/GM = 6/1/4.6 y (■) CS/GM = 6/4.6 

Figura 5 
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Eiemplo 15 

Se prepararon nanopartfculas de quitosano (grado de desacetilaci6n 42% y 88%) 
y glucomanano, segun el procedimiento de la invention, incorporando 125 1-BSA. Las 
nanopartfculas fueron administradas oralmente a ratones, y se midieron los niveles de 
radioactividad en la sangre tras 2, 4, 6 y 24 horas. 



Figura 6 
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Eiemplo 16 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano y glucomanano, segun el 
procedimiento de la invention, incorporando BSA- 125 1. Las nanoparticulas fueron 
adtninistradas de forma intraduodenal a ratones, y se midieron los niveles de 
radioactividad en la sangre tras 0.5, 2 y 24 horas. Se utilizaron nanoparticulas de 
quitosano como control. 

Figura 7 
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Eiemplo 17 



Se prepararon nanoparticulas de quitosano (grado de desacetilacion 42% y 88%) 
y glucomanano, segun el procedimiento de la invention, incorporando BSA- 125 L Las 
nanoparticulas fueron administradas oralmente a ratones, y se midieron los niveles de 
radioactividad en diferentes tejidos tras 24 horas. 

Figura8 



1.2 • 



1.0 
0.8 

CO 

g 0.6 
o 

Q 

°\ 0.4 



0.2 



0.0 



fa *3 



CS 42% desacetilaci6n 
CS 88% desacetilaci6n 



a In fc fc 



Sangre N6duIos Rifldn Bazo Hfgado Intestino Intestino 
linfaticos grueso delgado 



Eiemplo 18 

Se prepararon nanoparticulas de quitosano y glucomanano, segun el 
procedimiento de la invenci6n, incorporando BSA- 125 1. Las nanoparticulas fueron 
administradas de forma intraduodenal a ratones, y se midieron los niveles de 
radioactividad en diferentes tejidos tras 24 horas. Se utilizaron nanoparticulas de 
quitosano como control. 
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Figura 9 
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REIVINDICACIONES 

L Procedimiento para la elaboration de nanoparticulas, con un didmetro medio 
igual o inferior a 1 jam, y que incorporan al menos un ingrediente activo, caracterizado 
porque comprende las siguientes etapas: 

a) preparar una disolucion acuosa de quitosano, 

b) preparar una disoluci6n acuosa de glucomanano y 

c) mezclar, bajo agitaci6n, las disoluciones de las etapas a) y b), de modo que se obtienen 
espontaneamente las nanoparticulas de quitosano y glucomanano, 

en el cual al menos una de las soluciones de las etapas a) y b) contiene al menos un 
ingrediente activo. 

2. Procedimiento para la elaboracitin de nanoparticulas segiin la reivindicaci6n 1, 
caracterizado porque la disoluci6n de glucomanano contiene una sal anionica. 

3. Procedimiento para la elaboration de nanoparticulas segiin la reivindicaci6n 2, 
caracterizado porque la sal ani6nica es tripolifosfato s6dico. 

4. Procedimiento para la elaboration de nanoparticulas segiin la revindication 3, 
caracterizado porque el tripolifosfato sodico esta en una concentraci6n de entre 0,1 y 5 
mg/mL. 

5. Procedimiento para la elaboration de nanoparticulas segiin cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la concentration de la disoluci6n de quitosano 
esta en el intervalo entre 0,5 y 5 mg/L. 

6. Procedimiento para la elaboration de nanoparticulas segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque la concentraci6n de la disolucion de 
glucomanano esti en el intervalo entre 0,5 y 50 mg/L. 

7. Procedimiento para la elaboration de nanoparticulas segiin cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la proporci6n entre quitosano y glucomanano 
esta entre 1:0,1 y 1:100. 

8. Procedimiento para la elaboration de nanoparticulas segiin cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4 y 7, caracterizado porque la proportion entre quitosano y 
glucomanano estd entre 1:0,5 y 1:50. 
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9. Procedimiento para la elaboration de nanoparticulas segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque la disolucion de quitosano presenta un pH 
entre 2 y 6. 

10. Procedimiento para la elaboraci6n de nanoparticulas segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque el ingrediente activo es una macromolecula 
bioactiva. 

11. Procedimiento para la elaboraci6n de nanoparticulas segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque el ingrediente activo se selecciona del grupo 
que comprende insulina, albumina de suero bovino y proteinas inmunogenicas. 

12. Procedimiento para la elaboraci6n de nanoparticulas segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque el ingrediente activo es un farmaco de bajo 
peso molecular. 

13. Procedimiento para la elaboration de nanoparticulas segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 9 y 12, caracterizado porque el ingrediente activo se selecciona del 

1 5 grupo que comprende aciclovir e indometacina. 

14. Procedimiento para la elaboration de nanoparticulas segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 13, caracterizado porque comprende una etapa adicional despucs de la 
etapa c), en la cual las nanoparticulas son liofilizadas. 

15. Nanoparticulas con un diametro medio igual o inferior a 1 urn, para la 
administracion de al menos un ingrediente activo, caracterizadas porque comprenden 
quitosano, glucomanano y al menos un ingrediente activo. 

16. Nanoparticulas segun la revindication 15, caracterizadas porque son obtenibles 
mediante el procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 1 1. 

17. Nanoparticulas segun cualquiera de las reivindicaciones 15 y 16, caracterizadas 
2 5 porque ademas comprenden una sal ani6nica. 

18. Nanoparticulas segun la reivindicacidn 17, caracterizadas porque la sal ani6nica 
es tripolifosfato sodico. 

19. Nanoparticulas segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, caracterizadas 
porque el ingrediente activo es una macromolecula bioactiva. 
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20. Nanoparticulas segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, caracterizadas 
porque el ingrediente activo se selecciona del grupo que comprende insulina, albumina de 
suero bovino y proteinas inmunogenicas. 

21. Nanoparticulas segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, caracterizadas 
5 porque el ingrediente activo es un farmaco de bajo peso molecular. 

22. Nanoparticulas segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18 y 21, 
caracterizadas porque el ingrediente activo se selecciona del grupo que comprende 
aciclovir e indometacina. 

23. Nanoparticulas segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22, caracterizadas 
1 0 porque la proporcion quitosano : glucc>manano esta entre 1 :0,02 y 1 : 1 00. 

24. Nanoparticulas segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 23, caracterizadas . 
porque la proporcion quitosano : glucomanano estd entre 1:0,5 y 1:50. 

25. Nanoparticulas segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22, caracterizadas 
porque son liofilizadas tras su obtencion. 

15 26. Composicion farmaceutica, caracterizada porque comprende las nanoparticulas • 

segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 24 y al menos un excipiente * 
farmaceuticamente aceptable. . 

27. Composici6n cosmetica, caracterizada porque comprende las nanoparticulas : 
segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 24 y al menos un excipiente cosmeticamente 

20 aceptable. *; 

28. Composicion farmaceutica, caracterizada porque comprende las nanoparticulas • 
de la reivindicacion 25, tras ser regeneradas mediante la adicion de agua, y al menos un •• 
excipiente farmaceuticamente aceptable. 

29. Composicion cosm6tica, caracterizada porque comprende las nanoparticulas de 
25 la reivindicaci6n 25, tras ser regeneradas mediante la adici6n de agua, y al menos un 

excipiente cosmeticamente aceptable. 



